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Onečišćenje je svakodnevno ispuštanje štetnog materijala u okoliš različitim ljudskim 
aktivnostima (Sofilić, 2015.). Negativan utjecaj čovjeka je postao takav da prirodi treba sve 
više i više vremena kako bi se oporavila. Izgaranjem fosilnih goriva oslobađaju se mnogi štetni 
plinovi koji uzrokuju opasna onečišćenja zraka. Obzirom na povećanu svijest o štetnim 
posljedicama veliki napori se ulažu u smjeru smanjenja onečišćenja kao i razvoja alternativnih 
goriva – biodizel. 
Autori nekoliko studija (Amini i sur., 2017.; Kim i sur., 2018.) istaknuli su biodizel kao 
alternativno gorivo iz obnovljivih izvora energije kao široko prihvaćeno što potvrđuju i podaci 
o rastu njegove proizvodnje. Biodizel se proizvodi iz obnovljivih izvora energije kao što su biljna 
ulja i životinjske masti te iz otpadnih i nejestivih ulja i masti koji reagiraju s alkoholom uz 
odgovarajući katalizator. 
Najčešće korišteni način proizvodnje biodizela je postupak transesterifikacije, koja može biti 
kemijski ili enzimski katalizirana. Tijekom oba načina proizvodnje nastaje odgovarajuća 
količina glicerola kao i različitih neželjenih nusprodukata, prvenstveno kod kemijski 
katalizirane reakcije, koje je potrebno ukloniti kako bi se zadovoljili propisani kvalitativni 
parametri biodizela koji podliježu standardu HRN:EN 14214 (HZN 2014.) u Republici Hrvatskoj. 
Cilj ovog rada bio je analizirati sintetizirani biodizel kataliziran lipazom iz Burkholderia cepacia 
te isti pročistiti primjenom fizikalnih metoda separacije, i membranske ultrafiltracije na 
membranskom modulu Amicon Stirred Cells uz membrane veličine pora 10 kDa u svrhu 
uklanjanja glicerola. Eksperimentalni dio rada proveden je na Prehrambeno-tehnološkom 
fakultetu Osijek i Fakultetu za kemijsko inženjerstvo i tehnologiju Sveučilišta u Zagrebu.
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2.1. BIODIZEL 
Biodizel je smjesa metilnih estera masnih kiselina biljnih i/ili životinjskih ulja i masti (Uredba o 
kakvoći biogoriva, NN 141/2005.). Kod sinteze biodizela mogu se koristiti različiti alkoholi, no 
prema definiciji je to smjesa metilnih estera masnih kiselina (eng. FAME- fatty acid methyl 
ester) koje se nalaze u sastavu sirovine (ulja ili masti). 
Korištenje biodizela kao pogonskog goriva ima veliki utjecaj na nacionalnu ekonomiju države 
što za sobom povlači i smanjenje ovisnosti o uvozu nafte. Fosilna goriva koja nose oznaku BXX 
su goriva kojima je dodan biodizel, gdje je XX postotni udio biodizela. Prema tome, na tržištu 
se mogu naći goriva s različitim udjelima biodizela u sastavu, npr.B20 (20 % biodizela) pa sve 
do B100 (čisti biodizel) (Yücel i sur., 2012.). 
Kvalitativna svojstva biodizela propisana su američkim standardom ASTM D 6751 i europskom 
normom EU 14214, a s obzirom na članstvo Republike Hrvatske u Europskoj uniji hrvatsko 
zakonodavstvo je preuzelo spomenutu normu. Stoga, u Republici Hrvatskoj kemijske i fizikalne 
karakteristike biodizela podliježu standardu HRN:EN 14214 (HZN 2014). Kvalitativna svojstva 
biodizela prema HRN:EN 14214 prikazana su u Tablici 1. 
Tablica 1 Svojstva biodizela prema HRN:EN 14214 (Ostojčić, 2018.). 
Svojstvo 
Mjerna 
jedinica 
Minimum Maksimum Test metoda 
Udio metilnih estera masnih kiselina % (m/m) 96,5 - EN 14103 
Gustoća pri 15 °C kg/m3 860 900 
EN ISO3675 
EN ISO 12185 
Viskoznost pri 15 °C mm2/s 3,50 5,00 EN ISO 3104 
Točka zapaljenja C 101 - 
EN ISO 2719 
EN ISO 3679 
Cetanski broj - 51,0 - EN ISO 5165 
Korozija bakrene trake 
(3h pri 50 °C) 
stopa klasa 1 EN ISO 2160 
Oksidacijska stabilnost 
(pri 110 °C) 
h 8,0 - 
EN ISO 14112 
prEN 15751 
Kiselinski broj mgKOH/g  - 0,50 EN 1404 
Jodni broj  g I2/100g - 120 
EN 14111 
EN 16300 
Metil esteri linoleinse kiseline % (m/m) - 12,0 EN 14103 
Polinezasićeni (>=4 dvostruke veze) 
metil esteri 
% (m/m) - 1,0 EN 15779 
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Udio metanola % (m/m) - 0,20 EN 14110 
Udio monoacilglicerola % (m/m) - 0,70 EN 14105 
Udio diacilglicerola % (m/m) - 0,20 EN 14105 
Udio triacilglicerola % (m/m) - 0,20 EN 14105 
Slobodni glicerol % (m/m) - 0,02 
EN 14105 
EN 14106 
Ukupni glicerol % (m/m) - 0,25 EN 14105 
Udio vode mg/kg - 500 EN ISO 12937 
Ukupna kontaminacija mg/kg - 24 EN 12662 
Udio sufoniranog pepela % (m/m) - 0,02 ISO 3987 
Udio sumpora mg/kg - 10,0 
EN ISO 20846 
EN ISO 20884 
EN ISO 13032 
Metali 1. skupine (Na+K) mg/kg - 5,0 
EN 14108 
EN 14109 
EN 14538 
Metali 2. skupine (Ca+Mg) mg/kg - 5,0 EN 14538 
Udio fosfora mg/kg - 4,0 
EN 14107 
EN 16294 
 
Prednosti biodizela u odnosu na mineralno gorivo su visoka točka vrelišta (iznad 120 °C), , 
netoksičnost, biorazgradivost i mogućnost proizvodnje iz obnovljivih izvora, dobra maziva 
svojstva te što u svom sastavu ne sadrži sumpor. Zbog činjenice da se izgaranjem biodizela u 
atmosferu vraća ona količina CO2 koju je biljka iz nje uzela za proces fotosinteze, biodizel se 
smatra alternativnim, obnovljivim gorivom čiju proizvodnju i korištenje potiču brojne 
industrije (Canakci i Van Gerpen, 2001.; Demirbas, 2003.). 
Osnovni nedostaci biodizelskog goriva su manja radna snaga motora, veća potrošnja kisika, 
lošija fizikalna svojstva na niskim temperaturama, sposobnost otapanja naslaga s rezervoara 
što iziskuje češću zamjenu filtera i ulja, lošija oksidacijska i termička stabilnost (Sinčić, 2014.). 
Obzirom na velik izbor ulja koja se mogu koristiti u proizvodnji biodizela moguća je klasifikacija 
biodizela u generacije na temelju korištenih sirovina te postupaka proizvodnje.  
Biodizel dobiven iz jestivih ulja ubraja se u prvu generaciju (konvencionalna) biogoriva. 
Trenutno je u svijetu dominantna proizvodnja biodizela iz jestivih ulja (sojinog, suncokretovog 
i uljane repice). 
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Drugoj generaciji (napredna biogoriva) pripada biodizel dobiven iz otpadnih jestivih ili 
nejestivih ulja i masti. U otpadna jestiva ulja i masti ubrajaju se masnoće iz restorana, goveđi 
i svinjski loj te otpadno ulje zaostalo nakon pripreme hrane, a izvor nejestivih ulja su kaučuk 
(Ficus elastica), barbadoski oraščić (Jatropha curcas), duhan (Nicotina tabacuma) i dr. Glavna 
prednost druge generacije biodizela u odnosu na prvu je što njegova proizvodnja ne utječe na 
opskrbu ljudi hranom. 
Biodizel podrijetlom iz ulja mikro- i makro- algi, genetički modificiranih algi i mikroorganizama 
ubraja se u treću i četvrtu generaciju biogoriva (Ahmad i sur., 2011.; Sinčić 2014.). 
Cijena biodizela varira ovisno o odabranoj sirovini koja se koristi za proizvodnju obzirom na 
geografski položaj i tip procesa (kontinuirani, polukontinuirani ili šaržni tip reaktora; kemijski 
ili biokemijski katalizatori). Najveća količina biodizela trenutačno se proizvodi od sojinog ulja, 
metanola i alkalnih katalizatora, a visoka vrijednost sojina ulja kao prehrambenog proizvoda 
proizvodnju biodizela čini izazovnom. Međutim, postoje velike količine otpadnog (jeftinog) 
ulja i masti kao što su one koje zaostaju u restoranima nakon pripreme hrane i otpadna ulja iz 
prehrambene industrije koja se mogu koristiti za njegovu proizvodnju. Glavni problem 
otpadnih ulja i masti kod kemijski katalizirane proizvodnje biodizela je kvaliteta obzirom na 
udio slobodnih masnih kiselina (SMK) i vode čija prisutnost u sirovini uzrokuje odvijanje 
neželjenih sporednih reakcija (saponifikacija i hidroliza nastalih metilnih estera masnih 
kiselina) tvoreći neželjene nusprodukte. 
2.1.1. Proizvodnja biodizela 
Biodizel se može proizvoditi mikroemulzifikacijom, pirolizom i najčešće korištenom 
transesterifikacijom. Transesterifikacija predstavlja reakciju triacilglicerola s alkoholom, pri 
čemu nastaje smjesa alkilnih estera masnih kiselina (biodizel) i glicerol, a koja je katalizirana 
kemijskim (NaOH/KOH i/ili HCl/H2SO4) ili biokemijskim (lipaze) katalizatorima. Zbog povoljnih 
fizikalno-kemijskih svojstava, polarnosti i brzine reagiranja s triacilglicerolima, najčešće se 
upotrebljava primarni alkohol metanol. Stehiometrijski omjer alkohola i triacilglicerola 
neophodan za odvijanje transesterifikacije je 3:1, pri čemu se metanol dodaje u suvišku kako 
bi se reakcija odvijala u smjeru nastajanja produkta. Transesterifikacija se odvija u tri stupnja: 
u prvom stupnju triacilgliceroli se prevode u diacilglicerole, zatim u drugom nastaju 
monoacilgliceroli, a u posljednjem stupnju nastaju glicerol i smjesa metilnih estera masnih 
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kiselina (FAME) koje se nalaze u sastavu sirovine (Slika 1) (Ma i Hanna, 1999.; Predojević, 
2010.). 
 
Slika 1 Reakcija transesterifikacije (preuzeto ii prilagođeno iz rada Islam i Ravindra, 2017.) 
 
Osim omjera alkohol/ulje, na konverziju triacilglicerola u FAME utječu još i temperatura, vrsta 
katalizatora (kiseli, alkalni ili enzimski) i njegova koncentracija te čistoća sirovine (udio vode i 
udio slobodnih masnih kiselina). Obzirom na vrstu katalizatora, proces transesterifikacije može 
biti kemijski (kiseline ili lužine) i enzimski kataliziran (lipaze). Tu podjelu moguće je proširiti 
prema agregatnom stanju katalizatora u reakcijskoj smjesi na homogeno i heterogeno 
katalizirane procese (Lam i sur., 2010.). 
2.1.2. Kemijski katalizirana transesterifikacija 
Alkalno katalizirana transesterifikacija 
Homogeni alkalni katalizatori, kao što su natrijev hidroksid (NaOH) i kalijev hidroksid (KOH), 
najčešće se koriste u industrijskoj proizvodnji biodizela. Dostupnost i cijena, mogućnost 
postizanja visokih konverzija u kratkom vremenu, velika aktivnost pri blagim reakcijskim 
uvjetima te manja korozivnost njihove su prednosti u odnosu na kisele katalizatore (Lam i sur. 
2010.). Primjenom 0,5 do 1 % (m/m) NaOH ili KOH, omjeru metanol/biljno ulje 6:1 i 
2. Teorijski dio 
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temperaturi od 45-80 °C je moguće ostvariti 94-99 % konverziju ulja u biodizel (Demirbas i 
Karslioglu, 2007.). 
Glavni nedostatak alkalnih katalizatora predstavlja reakcija saponifikacije u kojoj reagiraju 
slobodne masne kiseline i katalizatori (NaOH i KOH) tvoreći sapun i vodu. Stoga, ovi katalizatori 
nisu prikladni za proces transesterifikacije ukoliko se u biljnim uljima nalazi više od 2% 
slobodnih masnih kiselina i kada je u reakcijskoj smjesi prisutna voda (Kawentar i Budiman, 
2013.). To uzrokuje poteškoće pri uklanjanju glicerola iz biodizela, a velika količina sapuna 
zasićenih masnih kiselina dovodi do geliranja (Lam i sur. 2010.). Pročišćavanjem 1 L biodizela 
nastaje 10 L otpadne vode koja  se sastoji od nečistoća povučenih iz sirovog biodizela, 
uključujući zaostali biodizel, zaostali katalizator, metanol, glicerol, sapune i neizreagirano ulje 
(Atadashi i sur., 2011.). 
Od heterogenih alkalnih katalizatora ističe se kalcijev oksid (CaO) zbog niske cijene, male 
topljivosti u metanolu i relativno visoke alkalnosti (Lam i sur., 2010.). Kada se koristi navedeni 
katalizator reakcija transesterifikacije je sporija, ali je jednostavnije izdvajanje katalizatora iz 
reakcijske smjese i mogućnost ponovne upotrebe istog što utječe na cijenu konačnog 
produkta. 
Kiselo katalizirana transesterifikacija 
Najčešće korišteni homogeni kiseli katalizatori su sumporna kiselina (H2SO4), klorovodična 
kiselina (HCl) i fosforna kiselina (H3PO4) (Aransiola i sur. 2014, Lam i sur. 2010). Kiseli 
katalizatori nisu osjetljivi na prisustvo slobodnih masnih kiselina te istovremeno kataliziraju i 
transesterifikaciju i esterifikaciju što im daje prednost u odnosu na alkalne katalizatore. 
Unatoč tome, manje se koriste od alkalnih katalizatora, a razlog tomu je visoka osjetljivost na 
prisustvo vode, budući maseni udio vode od 5 % zaustavlja reakciju transesterifikacije (Cerveró 
i sur, 2008.). Kako bi se dobio udio metilnih estera masnih kiselina propisan standardom uz 
sumpornu kiselinu kao katalizator reakciju transesterifikacije potrebno je provoditi na višim 
temperaturama i uz veći omjer ulja i alkohola. Osim toga, brzina reakcije je manja u odnosu 
na reakciju kataliziranu alkalnim katalizatorima. Pored svega navedenog još jedan razlog zbog 
kojeg se kiseline kao katalizatori izbjegavaju je njihov veliki utjecaj na koroziju procesnog 
postrojenja. 
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2.1.3. Enzimski katalizirana transesterifikacija 
Velike količine otpadne vode, koje nastaju uslijed uklanjanja glicerola iz kemijski kataliziranog 
biodizela kao i visoke temperature na kojima je potrebno provoditi transesterifikaciju potakle 
su na istraživanja biokatalizatora (enzima) za primjenu u proizvodnji biodizela. Biološki 
katalizatori, enzimi, su proizvodi žive stanice, a po kemijskom sastavu su proteini. Prema tipu 
reakcije koje kataliziraju klasificiraju se u sedam skupina: oksidoreduktaze, transferaze, 
hidrolaze, liaze, izomeraze, ligaze i translokaze. Za proizvodnju biodizela značajan je enzim 
lipaza koji pripada skupini hidrolaza te katalizira hidrolizu lipida. Najvažnija karakteristika 
lipaza je selektivnost/specifičnost prema kojoj se može usmjeriti odvijanje reakcije. Lipaze se 
dijele obzirom specifičnosti u dvije grupe. Prvu grupu čine pozicijski nespecifične lipaze koje 
dovode do potpune hidrolize triacilglicerola do glicerola i slobodnih masnih kiselina. Druga 
grupa su 1,3-specifične lipaze koje kataliziraju samo hidrolizu primarnih esterskih veza, C1 i C3 
atomima glicerola (Grbavčić, 2014.). 
Za enzimski kataliziranu transesterifikaciju nisu nužne visoko kvalitetne sirovine niskog udjela 
slobodnih masnih kiselina s obzirom da lipaze kataliziraju i reakcije esterifikacije. Unatoč tome, 
i dalje je otežana komercijalizacija zbog visoke cijene industrijskih enzima (Aransiola i sur. 
2014.) 
Lipaza iz Burkholderia cepacia kao regionespecigična lipaza, je najčešće korišteni biološki 
katalizator u procesima esterifikacije, acilacije, hidrolize i transesterifikacije. Razlozi njezine 
široke primjene su sposobnost prepoznavanja supstrata, termostabilnost i tolerancija na 
različita organska otapala. Sastoji se od 320 aminokiselinskih ostataka, a aktivna je u pH 
rasponu od 4,0 do 10,5 i pri temperaturi od 30 do 85 °C (Sanchez i sur., 2018.). 
2.2. TEHNIKE PROČIŠĆAVANJA BIODIZELA 
Nakon sinteze, bilo kemijske ili enzimske, sirovi biodizel sadrži nečistoće poput metanola, 
glicerola, sapuna, slobodnih masnih kiselina, vode, zaostalog katalizatora i mono-, di- i tri- 
acilglicerola stoga je neophodno provesti određene postupke pročišćavanja (Berrios i Skelton, 
2008.; Atadashi i sur.,2011.). 
Veliki utjecaj na vrstu i količinu nečistoća u biodizelu uz kvalitetu sirovine ima i tip katalizatora 
te reakcijski uvjeti. Navedene nečistoće u velikoj mjeri mogu smanjiti termostabilnost i 
oksidativnu stabilnost biodizela, a tako i štetno utjecati na motore i njihov vijek trajanja 
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(Fernando i sur., 2006.). Produkti transesterifikacije su biodizel i glicerol uz koje se u smjesi 
produkata još nalaze neizreagirani tri-, di- i mono- acilgliceroli, metanol, voda, pufer i lipaza. 
Jedan od prvih koraka ili pred-koraka u pročišćavanju biodizela je provođenje razdjeljivanja 
smjese produkata nakon sinteze biodizela pomoću gravitacije: biodizelski sloj (gornji sloj - 
smjesa metilnih estera masnih kiselina) i glicerolski sloj (donji sloj–glicerol, metanol, voda, 
pufer i lipaza) tzv. vodeni sloj. Nakon razdvajanja biodizelskog i vodenog sloja provodi se 
daljnje pročišćavanje biodizela u svrhu uklanjanja eventualno zaostalih nečistoća iznad 
propisanih granica (Tablica 1). Pročišćavanje biodizela odvija se, konvencionalno, pomoću 
dvije metode: mokro i suho pročišćavanje. S obzirom na nedostatke navedenih postupaka 
potencijalna nova tehnika pročišćavanja biodizela je membranska filtracija, tj. ultrafiltracija. 
2.2.1. Mokro pročišćavanje 
Za uklanjanje u vodi topljivih nečistoća iz biodizela, kao što su sapuni, katalizatori, glicerol i 
alkohol (Atadashi i sur., 2011.), mokro pročišćavanje je vrlo učinkovita i najčešće korištena 
metoda (Veljković i sur., 2015.). Ova metoda uključuje dva koraka, ispiranje zakiseljenom 
vodom i ispiranje čistom vodom. Za uklanjanje sapuna preporučeno je koristiti pH neutralnu 
vodu u prvom koraku ispiranja kako bi se izbjegla hidroliza sapuna i zakiseljavanje produkta. 
Za mokro pročišćavanje koristiti se: miješanje uz pomoć mehaničke miješalice, pročišćavanje 
raspršivanjem ili ispiranje mjehurićima (Abbaszadeh i sur., 2014.). Miješanje je vrlo 
jednostavna metoda, ali zbog visokog intenziteta i mogućnosti stvaranja emulzije se ne 
preporučuje (Feizollahnejad i sur., 2013.). U pročišćavanju raspršivanjem, mlaznice za ispiranje 
stvaraju aerosol (Abbaszadeh i sur., 2014) koji lebdi po površini biodizela (Fan i sur., 2011.) 
vežući na sebe nečistoće. Zbog veće gustoće u odnosu na biodizel ta voda prolazi kroz biodizel 
i tako onečišćena se skuplja na dnu reaktora. (Feizollahnejad i sur., 2013.). Zbog znatne količine 
vode koja je potrebna, metoda nije isplativa i ekološki prihvatljiva. S druge strane, ispiranje 
mjehurićima je preporučljivo i može biti lako implementirano u već postojeću tehnologiju gdje 
postoji aeracija  s dna reaktora te može poslužiti i za ispiranje. U ovom slučaju voda se ne 
skuplja odmah na dnu nego više puta cirkulira kroz biodizel i na sebe veže prisutne nečistoće 
(Feizollahnejad i sur., 2013.). 
Bashir i sur. (2018) su zaključili da manje kontaminirane otpadne vode može nastati ako se 
prije uobičajenog mokroga pročišćavanja provede pred-pročišćavanje sirovog biodizela s 
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2- 10 % (m/m) vode. Najbolje odvajanje dijela nečistoća iz biodizela u postupku pred-
pročišćavanja pokazalo se kada je dodano 5 % (m/m) vode, pri čemu voda sa sobom „povuče“ 
određenu količinu nečistoća. Na taj je način količina vode koja se koristi za pročišćavanje u 
glavnom procesu smanjena za 60 %. Kao završna faza mokrog pročišćavanja biodizela je 
sušenje koje zahtjeva značajnu količinu energije i vremena. 
2.2.2. Suho pročišćavanje 
Obzirom na nastajanje velike količine otpadne vode nakon postupka pročišćavanja vodom 
koju dalje treba zbrinuti provodi se pročišćavanje bez vode tzv. suho pročišćavanje. Pri suhom 
pranju za uklanjanje nečistoća iz biodizela koriste se adsorbensi i kisele smole. Ta se sredstva 
mogu koristiti bilo kao nepomični sloj u koloni ili suspendirana u masi biodizela. U slučaju kada 
su suspendirani u masi biodizela, nakon pročišćavanja se uklanjaju filtracijom. Filtracija, 
adsorpcija, izmjena iona i interakcija glicerola i sapuna glavni su mehanizmi za pročišćavanje 
sirovog biodizela suhim metodama pročišćavanja (Veljković i sur., 2015.). Međutim, metanol i 
glicerol ne mogu se u potpunosti ukloniti sredstvima za pročišćavanje bez vode stoga ih je 
potrebno ukloniti tijekom prethodnih faza odvajanja i isparavanja što je više moguće. 
Uspoređivanjem metode suhog pročišćavanja komercijalnim adsorbensima kao što su 
Magnesol, silika, Amberlite i Purolite s metodom mokrog pročišćavanja zakiseljenom vodom 
uočeno je da se većina nečistoća može uspješno ukloniti metodom suhog pročišćavanja te da 
se anorganski spojevi, Magnesol i silika, uspješno primjenjuju kao adsorbensi za uklanjanje i 
anorganskih i organskih komponenti (Faccini i sur., 2011.). Da bi se smanjili troškovi te kako bi 
adsorbensi bili ekološki prihvatljiviji mogu se koristiti prirodni materijali, poput industrijskog 
otpada ili otpada/nusproizvoda iz poljoprivredne-prehrambene industrije (Manique i sur., 
2012.; Gomes i sur., 2015.a; Alves i sur., 2016.; Farid i sur., 2017.; Ott i sur., 2018.). 
Unatoč svim dobrim rezultatima, glavni nedostaci procesa suhog pranja za pročišćavanje 
sirovog biodizela povezani su s cijenama komercijalnih adsorbenasa te njihovom ponovnom 
uporabom i zbrinjavanjem (Alves i sur., 2016.). 
2.2.3. Membranska filtracija kao metoda pročišćavanja biodizela 
Kako bi se prevladali svi nedostaci gore spomenutih konvencionalnih metoda pročišćavanja, 
istraživanja su usmjerena na pronalaženje alternativnih metoda pročišćavanja pri čemu su se 
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procesi membranske ultrafiltracije pokazali kao obećavajući. Membranska tehnologija 
pročišćavanja (Hasheminejad i sur., 2011.) jedna je od mogućih novih metoda pročišćavanja 
biodizela. 
Metoda se temelji na primjeni polupropusnih (semipermeabilnih) membrana, određene 
fizičke i kemijske strukture, koje imaju selektivnu sposobnost propuštanja, odnosno 
zadržavanja pojedinih molekula i iona (Pichler, 2017.). Otopina koju se pročišćava dolazi na 
membranu pod tlakom, prilikom čega se odjeljuje na permeat, struju koja prolazi kroz 
membranu te u kojoj se nalazi manja koncentracija tvari u odnosu na ulaznu otopinu i retentat 
(koncentrat), dio koji se zadržao na membrani (Mulder, 1996.). 
Membranska filtracija je pogodna tehnologija zbog stabilne kvalitete efluenta, nekorištenja 
kemikalija, niske potrošnje energije, veće efikasnosti odjeljivanja, smanjenog broja koraka u 
procesu, ekološke prihvatljivosti i velike kvalitete finalnog proizvoda. Za pročišćavanje 
biodizela najčešće se koriste mikro- (0,2 µm) i ultra- filtracijski (0,05 µm) postupci. Veličina 
pora membrane ima najznačajniju ulogu. Važno je procijeniti veličinu molekule i kapljica 
nečistoća u sirovom biodizelu kako bi se odabrala odgovarajuća membranu (Savaliya i sur., 
2015.). Membranski procesi pokazali su potencijal za uklanjanje neizreagiranih triacilglicerola, 
zaostalih mono- i di-acilglicerola, katalizatora, glicerola, metanola i sapuna u slučaju kemijski 
katalizirane transesterifikacije. Keramičke membrane pogodnije su za pročišćavanje 
zahvaljujući dobro definiranim porama koje nemaju tendenciju mijenjanja oblika i veličine. S 
druge strane, celulozne i polietersulfonske membrane tijekom kontinuirane uporabe 
mijenjanju oblik i veličinu svojih pora, što utječe na njihov vijek trajanja. Jedan od glavnih 
nedostataka keramičkih membrana je njihova relativno visoka cijena (Atadashi i sur., 2011.). 
Obje vrste membrana, polimerne i keramičke, mogu se uspješno upotrijebiti za uklanjanje 
sapuna kako bi se postigla razina određena normom. Kada je riječ o glicerolu, prikladne su 
samo ultrafiltracijske membrane veličine pora od 10 kDa kojima je moguće postići konačni 
udio u biodizelu manji od 0,02 % (m/m) (Alves i sur., 2013.). 
Kao i svaka metoda tako i membranska filtracija također ima odgovarajuće nedostatke. Jedan 
od glavnih je uvećanje procesa na industrijsku razinu pri čemu se javlja problem s održavanjem 
membrana zbog začepljenja te otpornosti membranskih materijala na kemikalije koje se 
nalaze u smjesi koja se pročišćava. Spomenuti nedostaci također se odnose i na temperaturna 
ograničenja provođenja procesa membranske filtracije pri čemu polimerne membrane gube 
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svoja fizikalna svojstva pri temperaturama iznad 100 °C. No unatoč svemu navedenom, 
istraživanja u području membranske filtracije pokazala su da tehnologija membranske filtracije 
može zamijeniti oba do sada korištena procesa pročišćavanja biodizela; mokro i suho 
pročišćavanje (Atadashi i sur., 2015.). 
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3.1. ZADATAK 
Cilj ovog rada bio je pročistiti sirovi biodizel primjenom fizikalnih metoda pročišćavanja: 
uparavanje, sušenje i centrifugiranje, i membranskom ultrafiltracijom na membranskom 
modulu Amicon Stirred Cells preko dvije vrste membrana, celulozne i polietersulfonske,  
veličina pora 10 kDa te kao parametar uspješnosti pročišćavanja odrediti udio glicerola u 
uzorcima nakon pročišćavanja. 
3.2. MATERIJALI 
3.2.1. Sirovine 
Za sintezu biodizela kao sirovina korišteno je svježe jestivo suncokretovo ulje (Zorela, Srbija) 
kupljeno u obližnjem NTL - supermarketu. 
3.2.2. Katalizator 
Korišteni katalizator za sintezu biodizela je Amano lipaza iz Burkholderia cepacia. 
3.2.3. Kemikalije 
Za provođenje ovog diplomskog rada korištene su sljedeće kemikalije: natrijev dihidrogen 
fosfat dihidrat (NaH2PO4 x 2H20; Sigma Aldrich, Austrija), dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4; 
ACROS ORGANICS), 1 mol/L fosforna kiselina, 85 % (H3PO4; Kemika), 1 mol/L natrijev hidroksid 
(NaOH; KEFO), etanol (C2H5OH; KEFO), metanol (CH3OH; J.T. Baker), n- heptan, 99+% (C7H16 ), 
dušik 98% (Messer), F.A.M.E Mix, C4-C24 (Supelco, St. Louis, SAD) glicerol – analitički standard 
(Sigma Aldrich, Austrija). 
3.2.4. Aparatura 
Tijekom eksperimentalnog dijela korištena je sljedeća aparatura: analitička vaga (Crystal 200 
CE), magnetna miješalica (Ika werk), vibrirajuća miješalica (Tehtnica), centrifuga (Hermle Z 326 
K), vodena kupelj (JULABO SW23), uparivač (Buchi rotavapor R-210), ultrafiltracijski modul 
Amicon stirred cell (Merck Millipore), sušionik (Instrumentaria Zagreb ST-05), plinski 
kromatograf GC-2010 s FID detektorom, dušik (Messer). 
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3.3. METODE 
3.3.1. Sinteza biodizela 
Enzimska sinteza biodizela provedena je u kotlastom reaktoru (Slika 2) uz katalizator Amano 
lipazu podrijetlom iz Burkholderia cepacia. Sinteze biodizela katalizirane lipazom iz 
Burkholderia cepacia provedene su u uvjetima: a) 50°C i pH 10,0 postignut univerzalnim 
puferom po Britton-Robinsonu-u i b) 50 °C i pH 7,0 postignut natrijevim fosfatnim puferom. 
Reakcijska smjesa za sintezu biodizela sastojala se od 163,63 g jestivog suncokretovog ulja, 
20,35 g metanola (omjer ulja i metanola 1:3,4) i 16,36 g puferske otopine enzima neophodne 
za postizanje aktivnosti od 500 U/g reakcijske smjese kao što je prikazano u Tablici 2. 
U kotlastom reaktoru volumena 250 mL zagrijano je ulje sa metanolom na željenu 
temperaturu pomoću vodene kupelji uz konstantno miješanje kako bi se postigla homogenost 
smjese. Reakcija započinje kada se u homogeniziranu smjesu ulja i metanola doda enzim 
prethodno pripremljen u puferu. 
Sinteza je provođena 24 h te je nakon toga reakcijska smjesa kvantitativno prenesena u lijevak 
za odjeljivanje kako bi se nastali biodizel odvojio od ostalih komponenata (glicerol, voda, lipaza 
i metanol). Gornju fazu čini biodizel (smjesa metilnih estera masnih kiselina), a donju fazu 
ostale komponente topljive u vodi (Slika 3). 
 
Tablica 2 Sastav reakcijskih smjesa i uvjeta provođenja sinteze biodizela 
LIPAZA 
SASTAV 
REAKCIJSKE 
SMJESE 
PUFER TEMPERATURA VRIJEME 
Burkholderia 
cepacia 
163,63 g 
jestivog 
suncokretovog 
ulja + 20,35g 
metanola + 
16,36 g lipaze u 
puferu 
Univerzalni pufer 
po Britton-
Robinsonu-u 
pH 10,0 
50 °C 24 h 
Natrijev fosfatni 
pufer 
pH 7,0 
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Slika 2 Sinteza biodizela u kotlastom bioreaktoru 
3.3.2. Određivanje udjela metilnih estera masnih kiselina 
Udio metilnih estera masnih kiselina određen je na Shimadzu GC-2010 plinskom kromatografu 
opremljenom plameno-ionizacijskim detektorom (FID) i SH-Rtx-Wax kapilarnom kolonom 
(L = 30 m, I.D. = 0,25 mm, d = 0,25 µm) uz dušik kao plin nosioc s konstantnim linearnim 
protokom brzine 1,33 mL/ min. Uzorci su pripremljeni u n-heptanu. Početna temperatura 
kolone od 120 °C održavana je tijekom 5 min, a zatim se postupno povećavala za 5 °C/min do 
konačne temperature od 220 °C koja je održavana tijekom 15 min. Temperatura plameno-
ionizacijskog detektora iznosila je 300 °C. Da bi se dobilo razrjeđenje 100x u eppendorficu je 
mikropipetom odmjereno 1980 μL heptana i 20 μL biodizela kako bi dobivene vrijednosti bile 
u rasponu baždarnog dijagrama. Sadržaj eppendorfice je promiješan na vibrirajućoj miješalici 
i profiltriran na filteru za šprice (nesterilni Hydrophobic PTFE Syringe filteri, pora: 0,45μm, 
promjer: 25 mm) u drugu eppendorficu. Profiltrirani sadržaj u eppendorfici je raspodijeljen u 
tri vijalice za analiziranje na GC-u. Identifikacija izdvojenih metilnih estera masnih kiselina 
(FAME) u uzorcima biodizela postignuta je na temelju usporedbe vremena zadržavanja s 
vremenom zadržavanja certificiranog referentnog standarda (Supelco F.A.M.E. Mix, C4-C24, 
St. Louis, SAD) analiziranog pod istim uvjetima. Rezultati su izraženi kao postotak identificirane 
masne kiseline u odnosu na ukupno određene masne kiseline (%). 
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3.3.3. Određivanje udjela glicerola u biodizelu 
Udio glicerola u dobivenom biodizelu određen je na plinskom kromatografu GC-2014 s FID 
detektorom, na koloni Zebron ZB-WAX (L=30m, I.D.= 0,53 mm, d= 1,00 µm) uz dušik kao plin 
nosioc uz etanol kao otapalo. Za razrjeđenje 100x u eppendorficu je mikropipetom odmjereno 
1980 μL etanola i 20 μL biodizela da bi dobivene vrijednosti bile u rasponu baždarnog 
dijagrama. Za miješanje sadržaja eppendorfice korištena je vibrirajuća miješalica, a nakon 
miješanja uzorak je profiltriran na filteru za šprice (nesterilni Hydrophobic PTFE Syringe filter, 
veličine pora 45 μm, promjera 25 mm) u drugu eppendorficu iz koje je sadržaj podijeljen u tri 
vijalice za analiziranje na GC-u. 
Za izradu baždarnog dijagrama izvagano je 12,5 mg glicerola i otopljeno u 5 mL etanola, pri 
čemu je koncentracija dobivene otopine bila 2,5 mg/mL. Pola volumena dobivene otopine je 
razrijeđeno etanolom do volumena 5 mL pri čemu je dobivena duplo manja koncentracija 
glicerola, 1,25 mg/mL. Koncentracije glicerola od 0,625 mg/mL, 0,3125 mg/mL i 0,15625 
mg/mL su dobivene na isti način. 
Tako pripremljene otopine su analizirane na GC-u, a zatim je napravljen baždarni dijagram 
(Prilog 1) na temelju dobivenih vrijednosti površine pika kromatograma. 
3.3.4. Konvencionalno pročišćavanje biodizela 
Reakcijska smjesa je nakon 24 h sinteze kvantitativno prenesena u lijevak za odjeljivanje. 
Nakon razdvajanja gornjeg (biodizelskog) i donjeg vodenog sloja nakon 24 sata provedeno je 
pročišćavanje konvencionalnim fizikalnim metodama gornjeg biodizelskog sloja s ciljem 
uklanjanja glicerola. 
Otparavanje metanola 
Gornji biodizelski sloj je uparavan na uparivač (BUCHI rotavapor R-210) 30 min pri temperaturi 
od 80 ⁰C i tlaku od 12 mbar s ciljem uklanjanja metanola. Uvjeti uparivanja su odabrani na 
uređaju, s obzirom na metanol. 
Sušenje 
Nakon provedenog uparavanja, čime je uklonjen metanol, biodizel je sušen u sušioniku 3 sata 
na 80 ⁰C s ciljem uklanjanja vode. 
 
3. Eksperimentalni dio 
 20 
Centrifugiranje 
Kao zadnja faza pročišćavanja provedeno je centrifugiranje na 15 000 g, 10 min s ciljem 
uklanjanja zaostalog glicerola. 
3.3.5. Pročišćavanje biodizela membranskom ultrafiltracijom 
Za pročišćavanje na filtracijskom modulu Amicon Stirred Cell (Slika 3 i 4) korištene su 
ultrafiltracijske membrane, polietersulfonska i celulozna, veličina pora 10 kDa, promjera 44,5 
mm. Membranske ultrafiltracije provedene su na uzorku od 10 mL i tlaku od 2 do 4 bara koji 
je reguliran dušikom, na sobnoj temperaturi i 45 °C na obje vrste membrana. Pripremljeno je 
ukupno  šest uzorka biodizela od kojih su dva bila bez, a četiri s dodatkom vode koja, prema 
literaturnim navodima (Alves i sur., 2013.) pospješuje membransku ultrafiltraciju. Po dva 
uzorka su sadržavala 0,1 % (m/m) i 0,2 % (m/m) vode. Uzorci su pripremljeni miješanjem s 
odgovarajućim udjelom vode 1 sat na magnetnoj miješalici.  
 
Slika 3 Shematski prikaz membranske ultrafiltracije (Preuzeto i prilagođeno iz rada Alves i 
sur., 2013.) 
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Slika 4 Prikaz membranske ultrafiltracije
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4.1. UDIO METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA U BIODIZELU 
U Tablici 3 prikazan je udio i sastav metilnih estera masnih kiselina u sintetiziranom biodizelu 
s lipazom iz Burkholderia cepacia uz primjenu univerzalnog pufera po Britton-Robinsonu pH 
vrijednosti 10,0 pri temperaturi od 50 °C (uzorak 1) i uz primjenu natrijeva fosfatnog pufera 
pH vrijednosti 7,0 pri temperaturi od 50 °C (uzorak 2). 
Tablica 3 Udio i sastav metilnih estera masnih kiselina u sintetiziranom biodizelu s lipazom iz 
Burkholderia cepacia 
Sastav metilnih estera 
masnih kiselina (%) 
Udio metilnih estera masnih kiselina (%) 
Uzorak 1 Uzorak 2 
C14:0 0,07 0,07 
C16:0 6,45 6,42 
C16:1 0,12 0,11 
C18:0 2,96 2,96 
C18:1 28,40 28,20 
C18:2 58,17 58,13 
C18:3 0,21 0,21 
C20:0 0,16 0,05 
C20:1 0,06 0,14 
C22:1 0,68 0,68 
C22:2 0,29 0,31 
Ukupno 97,6 97,3 
 
Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je veći udio metilnih estera masnih kiselina, 97,6 %, 
određen u uzorku 1 – biodizel dobiven uz primjenu univerzalnog pufer po Britton-Robinsonu 
pH vrijednosti 10,0 za pripremu lipaze. Oba uzorka biodizela (Tablica 3) prema udjelima 
metilnih estera masnih kiselina odgovaraju propisanoj vrijednosti prema normi HRN:EN 
14214, prema kojoj taj udio treba biti veći ili jednak 96,5 %. 
Udio metilnih estera nije se razlikovao prije i nakon provedenog pročišćavanja bez obzira na 
primijenjenu metodu. 
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4.2. UDIO GLICEROLA U BIODIZELU 
Udio glicerola koji je prikazan na Slici 5 predstavlja slobodni glicerol u uzorcima sintetiziranog 
biodizela. 
 
Slika 5 Udio slobodnog glicerola, % (m/m), u uzorcima sintetiziranog biodizela 
 
Prema normi HRN:EN 14214 propisan je maksimalni udio slobodnog glicerola u biodizelu koji 
je dozvoljeno stavljati u promet i iznosi 0,020 % (m/m). Obzirom da je udio slobodnog glicerola 
u sintetiziranim uzorcima bio veći od dopuštenog (Slika 5) provedeno je pročišćavanje 
biodizela konvencionalnim metodama i membranskom ultrafiltracijom. 
Nakon pročišćavanja biodizela uparavanjem, sušenjem i centrifugiranjem udio glicerola bio je 
ispod razine detekcije u oba uzorka sintetiziranog biodizela. 
 
  
Norma HRN:EN 14214 
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4.3. KONVENCIONALNO PROČIŠĆAVANJE BIODIZELA 
Konvencionalno pročišćavanje biodizela u okviru ovog diplomskog rada provedeno je 
fizikalnim metodama: uparavanjem, sušenjem i centrifugiranjem. 
Udio uklonjenih nečistoća iz sintetiziranog biodizela, tj. glicerola, metanola i vode koji su 
zaostali nakon 24 satnog razdjeljivanja faza pomoću gravitacije iz smjese produkata 
transesterfikacije predstavljen je u Tablici 4. Iz tablice je vidljivo, na temelju razlike u masi prije 
i nakon pročišćavanja, da se ukupni uklonjeni udio nečistoća fizikalnim metodama 
pročišćavanja kreće u rasponu od 2,2 do 3,5 %. 
 
Tablica 4 Vrijednosti masa uzoraka biodizela tijekom konvencionalnog pročišćavanja 
Br. 
uzorka 
Masa 
uzorka, 
g 
Masa uzoraka biodizela nakon Ukupna 
promjena 
mase 
uzorka, g 
Udio 
ukolonjenih 
nečistoća, 
% 
Uparavanja, g Sušenja, g Centrifugiranja, g 
1 72,67 72,10 72,05 71,06 1,61 2,2 
2 68,48 67,03 67,00 66,08 2,4 3,5 
 
Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da je veći udio nečistoća, 3,5 %, uklonjen iz uzorka 2, 
tj. biodizela sintetiziranom s lipazom iz Burkholderia cepacia uz primjenu natrijeva fosfatnog 
pufera pH vrijednosti 7,0 pri temperaturi od 50 °C. 
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4.4. PROČIŠĆAVANJE BIODIZELA MEMBRANSKOM ULTRAFILTRACIJOM 
Uzorci biodizela, sa i bez dodatka vode, pročišćeni su membranskom ultrafiltracijom na dvije 
vrste membrana, celuloznoj i polietersulfonskoj, veličina pora 10 kDa, promjera 44,5 mm pri 
tlaku od 2 do 4 bara na sobnoj temperaturi i 45 °C. 
Sukladno specifikaciji proizvođača ultrafiltracijskog modula Amicon Stirred Cell i 
ultrafiltracijskih membrana (Prilog 2) za pročišćavanje biodizela membranskom 
ultrafiltracijom odabrane su celulozne membrane. Međutim, nisu dobiveni očekivani rezultati 
sukladno publiciranim rezultatima u znanstvenim radovima Saleh i suradnici (2010.), Atadashi 
i suradnici (2011.), Alves i suradnici (2013.). Kod primjene celulozne membrane za 
ultrafiltraciju oba uzorka sintetiziranog biodizela, u opisanim uvjetima, nije došlo do uspješne 
filtracije odnosno nije bilo protoka filtrata. Zanemarujući specifikaciju proizvođača i oslanjajući 
se na već spomenute rezultate znanstvenih radova u kojem su autori prikazali izvrsne rezultate 
ultrafiltracije na polietersulfonskim membranama, ultrafiltracija je provedena i na 
polietersulfonskoj membrani. Kod primjene polietersulfonske membrane došlo je do protoka 
filtrata (Slike 6 i 7). 
 
 
Slika 6 Promjena volumena filtrata biodizela (B. cepacia, pH 10,0, 50 °C) bez dodatka vode 
(3DO*), s dodatkom 0,1 % (m/m) vode (3D1*) i s dodatkom 0,2 % (m/m) vode (3D2*) u 
ovisnosti o vremenu filtracije 
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Slika 7 Promjena volumena filtrata biodizela (B. cepacia, pH 7,0, 50 °C) bez (5DO*) dodatka 
vode, s dodatkom 0,1 % (m/m) vode (5D1*) i s dodatkom 0,2 % (m/m) vode (5D2*) u 
ovisnosti o vremenu filtracije 
 
Detaljnijom analizom rezultata vidljivo je iz obje slike kako je protok filtrata u početku manji u 
odnosu na kraj filtracije što nije u skladu s teorijom membranske filtracije pri čemu se brzina 
filtracije smanjuje s vremenom zbog sve većeg stvaranja sloja nečistoća na površini membrane 
i konačnog začepljenja pora membrane što iziskuje čišćenje/zamjenu membrane za nastavak 
korištenja. Pretpostavlja se da je izostanak filtrata u prvih 20 – 30 min potvrda da 
polietersulfonske membrane nisu prikladne za filtriranje biodizela (Prilog 2), te se pojava 
filtrata nakon tog vremena može objasniti kao posljedica promjene u kemijskoj strukturi same 
membrane nakon čega dolazi do brzog „puštanja“ biodizela kroz membranu. Ultrafiltracijom 
na polietersulfonskoj membrani nije uočen utjecaj dodatka vode na trajanje/uspješnost 
filtracije niti utjecaj tlaka ili temperature. 
Analizom rezultata dobivenih na obje ultrafiltracijske membrane može se zaključiti da ovako 
postavljena membranska ultrafiltracija ne zadovoljava uvjete za primjenu u procesu 
pročišćavanja sintetiziranog biodizela. 
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Na osnovi rezultata istraživanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeći zaključci: 
1. Najveći ukupni udio metilnih estera masnih kiselina od 97,6% postignut je sintezom 
biodizela uz biokatalizator lipazu iz Burkholderia cepacia pripremljenu u puferu po 
Britton- Robinsonu pH vrijednosti 10,0 pri temperaturi od 50 °C, nakon 24 h. 
2. Udio slobodnog glicerola u uzorcima sintetiziranog biodizela kretao se u rasponu od 
0,043 do 0,144 % (m/m). 
3. Nakon konvencionalnog pročišćavanja biodizela uparavanjem, sušenjem i 
centrifugiranjem udio slobodnog glicerola je bio ispod razine detekcije u oba uzorka 
sintetiziranog biodizela. 
4. Primjenom celulozne i polietersulfonske ultrafiltracijske membrane u opisanim 
uvjetima membranske filtracije na modulu Amicon Stirred Cell nije došlo do uspješne 
filtracije sintetiziranog biodizela. 
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Prilog 1 Baždarni dijagram za glicerol 
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Prilog 2 Proizvođačka specifikacija za ultrafiltracijske membrane 
 
 
